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Recently, progress in molecular biology is being made in various ﬁelds such as biology, agriculture and 
medical and pharmaceutical sciences. Students graduating from not only pharmaceutical departments but 
also general high schools will be required to have knowledge of molecular biology techniques for under-
standing prevailing technologies. However, it is difﬁcult to include such experiments in a curriculum for stu-
dents at general high schools and universities because of safety aspect, expensive materials and experimental 
equipment and time consumed. This report introduces the convenient experimental methods on human DNA 
polymorphisms for the genotyping of the hair thickness-determining gene EDAR on the chromosome 2 and 
the earwax type gene ABCC11 on the chromosome 16 using a PCR-RFLP method. This experiment enables 
each student to handle DNA safely. The total experiment time is less than 6 hours. The PCR-RFLP experi-
ment proposed here is a suitable genotyping method to acquire molecular biological knowledge and tech-
niques.













538 Ala（G → A），rs17822931）に存在することが
新川らにより報告されている3），4）．さらに，乾型
が AA 型（アデニン－アデニン型），湿型が GG 型
（グアニン－グアニン型）または GA 型（グアニン
－アデニン型）であり，乾型耳垢型をもつヒトは


































サイクラー（Applied Biosystems, GeneAmp PCR 












































2x KOD FX buffer 12.5μ1，dNTPs mixture （2mM 
each） 2.5μ1，EDAR-RFLP-F （10μM） 1μ1，EDAR-
RFLP-R （10μM） 1μ1，ABCC11-RFLP-F （10μM） 
1μ1，ABCC11-RFLP-R （10μM） 1μ1，KOD FX 
0.5μ1，滅菌蒸留水（DW） 5.5μ1 を加え，反応液全
量を 25μ1 とした．反応サイクルは，予備加熱
95℃ 10 分の後，変性 98℃ 10 秒，アニーリング
55℃ 30 秒，伸長反応 74℃ 30 秒のサイクルを 40








毛髪形態 EDAR 遺伝子：PCR 反応液 6μ1 に 10
× Buffer4 2μ1，Fnu4H I （New England Biolabs） 
0.25μ1，滅菌蒸留水（DW） 11.75μ1 を加え全量を
20μ1 の反応液とする．
耳垢型 ABCC11 遺伝子：PCR 反応液 6μ1 に 10
× H Buffer 2μ1，Dde I （東洋紡績） 0.25μ1，滅菌
蒸留水（DW） 11.75μ1 を加え全量を 20μ1 の反応
液とする．




および 60% グリセロール 1μ1 と混合し，3% ア
ガロースゲルにより 100V で約 30 分間の電気泳





























Fig.  1.   Outline of the Genotyping Method for PCR-
RFLP using a Human Hair Root. A） Preserva-
tion method of a human hair root. B） Proce-
dure of direct PCR-RFLP method．
結　果
EDAR 遺伝子及び ABCC11 遺伝子において PCR
産物，制限酵素消化産物ともに明瞭なバンドが確




PCR 増幅産物 256 bp は変異型アリル C が存在
すると 172 bp と 84 bp に切断される（Fig. 2）．電
気泳動を行うと，256 bp の上に別のバンドが見ら
れるが，これは ABCC11 の増幅産物（326 bp）であ
るため EDAR の遺伝子型判定には考慮しないよ
う注意する．84 bp を確認することはゲルの分解
能のため困難であるが，256 bp と 172 bp の有無
を確認すれば判定は可能である．被験者 1 は
256 bp のバンドが見られず 172 bp のみバンドが




太型ホモ C/C であると判定できる．被験者 2 は
256 bp，172 bp の両方にバンドが見られるため，
太型アリルと細型アリルの両方が存在することが
わかり，ヘテロ T/C であると判定できる．また
被験者 3 は 256 bp のみにバンドが見られるため，
制限酵素により切断を受けなかった増幅断片であ
り，細型ホモ T/T であると判定できる．表現型に
おいては，被験者 A は平均 0.087 mm，被験者 B
は平均 0.080 mm，被験者 C は平均 0.063 mm であ
り，遺伝子型とほぼ一致することが確認できた．
2）　耳垢型（ABCC11）遺伝子
PCR 増幅産物 326 bp は制限酵素により SNP サ
イト以外の部位で 1ヶ所切断され，215 bp と 111 bp
となる（Fig. 2）．乾型アリル A が存在するとこの
うち 215 bp の断片が 146 bp と 69 bp に切断され
る．湿型アリル G は SNP サイトでは切断されな
いため，215 bp の断片はそのままとなる．よって，
湿型ホモ G/G は 215 bp，111 bp，湿型ヘテロ G/A
は 215 bp，146 bp，111 bp，69 bp，乾型ホモ A/A
は 146 bp，111 bp，69 bp のバンドが見られると
予想される．これより，被験者 1’は湿型ヘテロ
G/A，被験者 2’，3’は乾型ホモA/Aと判定できる．









Fig.  2.  Electrophoresis Detection of PCR products 
and SNP Genotyping of EDAR and ABCC11 genes．
M：Marker, PCR：PCR product, D：DW, 1：C/C, 2：





















今回 Duplex PCR-RFLP 法を用いて，毛髪形態



























性の無い EZ-Vision BPB を使用





















型ホモ C/C（被験者 1，表現型 0.087mm）と細型ホ
モ T/T（被験者 3，表現型 0.063mm）の表現型の差
は認められたものの，ヘテロ T/C（被験者 2，表
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